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Produk&ni kmen mikroorganismu Aspergillus
niger pro povrchovou vyrobu kyseliny
citronové

(57) Ptedmétem feseni je preduksni kmen
Aspergillus niger, mutant CA-179 (CCM 8037)
pro povrchovou vyrobu kyseliny citronové,
ktery daosahuje zvy3enych vyt&Znosti nef do-
sud zndmé kmeny. Kyselipa citronovd vyrobe-
nd z nového kmene je vyuZitelnd v potravi-
néfském, farmaceutickém pramyslu a ve spo-

ttebn{ chemii.
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Vyndlez se tykd nového prdmyslového kmene (mutanta) houby Aspergillus niger, vhodné-
ho pro primyslovou aplikaci p¥i povrchovém zptsobu vyroby kyseliny citronové.

Podstatou vyndlezu je to, Ze kmen oznadeny CS-179 (CCM 8037) dosahuje zvySenych vy-
téZnosti, tj. efektivn&jsiho vyuziti cukrd p¥i zkvaSovdn{ melasovych zdpar povrchovym zpl-
sobem na normdlnich a zvySenych vyskdch zdpary v kvasné misce, neZ pfedev3im dosud ve vy-
rob& uZivany kmen U-47 (CCM F-749), chréngny autorskym osvédéenim &. 245 107,

Pramyslové kmeny Aspergillus niger pro vyrobu kyseliny citronové Jjsou posuzovény

v prvé Fad& z hlediska produké&niho efektu, vyjddFeného vytéinosti (ptem&ny v % nasazeného
cukru na kyselinu citronovou) nebo produkc{ vyjddfenou ddajem g/m2/den. Daldi{m ukazatelem
vhodnosti kmene je dostate&n4 sporulace houby kultivované na vhodné sporuladnf puds (pou-
Z{vd se pro tento kmen podle autorského osvédienf &. 194 162), cof je podminkou pro ziskd-
ni kvalitniho o&kovaciho materidlu. Vhodnpst kmene je posuzovéna i podle intenzity probi-
hajiciho kvasného procesu, rychlosti Kligeni a tvorby mladého mycelia, kvality vytvafens
mycelidrni deky, jejf hmotnosti, scudrZnosti a odolnosti proti plscobeni infek&nich mikro-
organisml, viz autorské osvédgenf &. 221 482.

Typ provozniho kmene je charakterizovén i souasnou tvorbou vedlejsich kyselin, pte-
dev&im kyseliny oxalové, jejfZ tvorba je ovlivimovdna kvalitou zpracovdvané melasy a postu-
pem pfi pfipravé kvasného média. )

Vyznamnym faktorem ovliviujicim vytdZnost kvasného procesu je sloZeni kvasného média,
zdvislého na kvalit& zpracovdvané zédkladn{ suroviny, melasy a na vlastnim technologickém
postupu pFipravy, tj. zplisobu ddvkovéni ptidavkd a pFisad p¥i jeho pEipravé, jejich mnoz-

.stvi, teplotnfs reZimu, &asovém sledu a zpisobu sterilizace (&s. patent &, 121 832, &s.
patent &, 13C 243, autorské osvéddenf &. 180 276, 245 107 a 233 664).

Novy provozni kmen CS-179 byl postuph& ovifen v laboratofi i v provozu s pfihlédnu-
tim k vySe uvedenym kritériim a porovndvidn s dosud ve vyrobé uzivanym kmenem U-47 na rliz-
nych typech melas. Plné se osvi&ddil a prakdzal zvyZen{ produkéni aktivity za stejnou do-
bu kvasného cyklu. Produkce kyseliny oxalobé'je zhruba o 1 aZ 2 % vy331 ne? u kmene U-47,

Pfedmétem vyndlezu jé novy produkéni kmen mikroorganismu Aspergillus niger (mutant)
CS-179, uloZeny v Cs. sbirce mikroorganismt -Univerzity J. E. Purkyns v Brn&, t#. Obréncd
miru &. 10 pod oznadenim CCM 8037.

Morfologickd a fyziologickd charakteristika

Mutant Aspergillus niger CS-179 péstovdn na glycerinové sporuladni pidé (autorské osvédée-
ni &. 196 162) o sloZeni: 125 g glycerinu, 45 g sladového extraktu, 15 g NaCl, 0,5 g NH4N03,
0,08 g MgSO4aq, 60,0015 g CuSDAaq a 30 g agaru na 1 litr pldy, p¥i teplotd 32 °C tvoii ba-
hem 36 aZ 40 hodin kulaté kolenie o prciméru 0,5 az 0,7 cm, které ve stiedu kolonie vytvari
sporulujic{ kondidiofory. Od 4. dne kultivace je plocha sporuladnihe agaru v kultivaéng
nddob& celd pokryta souvislym sporulujicim myceliem se spodni naZloutlou, plo3n& micns
vrdsnénou strancu. Po 8 dnech kultivace kultura vytvdEL husty koberec mycelia s bohatou
tvorbou konidif, které 1ze snadno odd&lit mechanicky &i odsdtim a konzervavat.

Rist kmene na sladinovém agaru a na Czapkové agaru jevi obdobnou charakteristiku
§ 12 aZ 20 hodinovym zpoZdénim se Fid3f sporulaci.

Mikroskopicky vzhled: konidie jsou hjédoéerné aZ terné barvy, hladké, kulovitého
tvaru o priméru 5 az 4 /um, konidiofory vysoké 2 a%Z 3 mm, konididlnf hlavice o ¢4 0,1 mm,
kulovité "tmavé zabarvené s primdrnimi a sékundérnimi sterigmaty s bohatou- tvorbou konidif
po 60 aZ 70ti hodinové kultivaci pFi 32 °C.

Mutanta CS-179 kultivovéng na prbdukgnim melasovém médiu s 15 % cukru a optimdlni
ptisadou hexakyanatanu draselného{ kyseliéy fosforeéné a p¥idavku Zn504aq b&hem 24 hodin
vytvdfi souvislé tenké mycelium, které postupns sil{, b&ld a zistdvd po celou dobu povr-
chové fermentace hladkého bohaté vrdsnéného vzhledu s minimdlni sporulaci.
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Mutant CS-179 na rozdil od soudasného provozniho kmene U-47 po 9ti dennim kvasném )
cyklu» pavrchového kvasent s vyskou 9 aZ 12 cm melasového substritu dosahuje za normdlnich
podminek t&chto vysledkd:

% vytéinosti U-47 75 87 80 %
CS-179 82 az 85 %

tvorba kys. oxalové
(% hmotnostni na vytvofenou U-47 3a2 11 %
Kys, citronovou) CS-179 4 az 13 %

Prokazované rozdily ve fyziologickych vlastnostech kment U-47 a CS-179 jsou natolik
vy¥znamné, Ze provozni vyuZiti nového kmene zvyZenou vytéinost{ z hlediska vyrobni produk-
ce znamend vyrazny ptinos.

Novy produkéni kmen CS-179 byl ziskdn mutagennim pasobentm UV svétla na parentdlni
kmen AS-68, uloZeny ve sbirce kmend Lachema Kazn&jov.

K mutaci pouZita germicidn{ lampa 30 W firmy Philips, vyiafujici monochromatické
svétlo o vlnové délce 253,7 nm. Suspenze konidif parentdlniho kmene byla ziskéna spléchnu-
tim sporulujfci kultury sterilnim 0,5 % roztoku tritonu a filtraci pfes fidkou fritu
k odstranénf shlukd spor a zbytkd hyf. Suspenze nafedsna na koncentraci cca 106 konidii/
/ml. 5 ml této suspenze bylo rozlito na plochu Petrihc misky (@ 10 cm) a ozafovdno UV
lampou ze vzddlenosti 25 em po dobu 5 aZ 25 minut p#i normdlnt teploté a intenzite z4re-
ni cca 4,5 J/m2/sec. Z pfeZitych kolonif byly ziskdny monosporické kultury vypéstované

na sporulagéni agarové pidé, které byly hodnoceny na produkci kyseliny citronové kvasnymi

testy s melasovou ptdou. Z nich pak vybrdn nejlepsf a nejaktivngjsi1 mutgnt oznateny
CS-179.

Pfiklad

Substrdt pro provozni vatenf v kvasnych komordch byl ptipraven v provoznim vatdku
tak, Ze k podkladu vody bylo dom&feno mnoZstvi melasy, aby roztok obsahoval 35 % hmot.
cukru. Smés byla chidta na 85 °C, pfidala se kyselina sirovs na dpravu pH v rozmezi 6 a3
6,6, hexakyanoZeleznatan draselny v mnostvi 4 a% 6%, hmot. na nasazeny cukr, kyselina
fosforesns 0,2 a 0,6 %. hmot. a roztok se ohidl k varu, ktery trval 60 minut. Po skonde-
ni varu se roztok doplnil a biologicky nezdvadnou studenou vodu na kone&nych 14 % hmot.
cukru. Po pfidavku piedepsaného mnoZstvi kyseliny mraven&f a sfranu zinednatého se kvas-
ny roztok naplnil do misek kvasné komory. Vyska substrétu byls 9 cm, doba kvagenf § dnu,
teplota zkvasovaného roztoku 30 a# 35 °C. Kvasné komory byly zaoSkovény stifdave kmeny
U-47 a CS-179,

Ddle uvedené vysledky jsou prﬁméremLSkupin 10 aZ 20 provoznich komor s obéma kmeny,r
zkvasujfcimi 3 druhy melas,
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Melasa Kmen Vytéinost % % DBX/KC
A U-47 77,2 5,9
C5-179 82,3 7,5

B U-47 77,6 8,9
£S-179 83,2 9,2

c T - 80,8 7,9
C5-179 82,0 8,8

PREDMET VYNALEZU

Produkéni kmen Aspergillus niger, mutant CS-179 (CCM 8037) pro povrchaovau vyrobu
Kyseliny citronové.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

